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Povzetek
Rak dojke je z nekaj ve~ kot 1000 novimi bolnicami na leto
na prvem mestu po {tevilu obolelih `ensk za rakastimi
boleznimi v Sloveniji. [tevilka vklju~uje sporadi~ne in
dedne oblike raka na dojki. Dedne oblike raka na dojki so
najpogosteje povezane z mutacijami v genih BRCA1 in
BRCA2, zato se {tevilni strokovnjaki s tega podro~ja
zavzemajo za genetsko testiranje bolnikov, pri katerih
obstaja sum na dedno obliko bolezni. Testiranje bolnic/-kov
in njihovih sorodnikov je dokaj te`avno zaradi zahtevnosti
metod genetskega testiranja, stro{kov testiranja ter
nezadostnega poznavanja in predvidevanja vseh mo`nih
vplivov dokazane mutacije pri nastanku raka na dojki. V
tem delu predstavljamo osnovne metodolo{ke podatke za
odkrivanje petih razli~nih mutacij v genu BRCA1 pri
bolnicah/-kih s karcinomom dojke in njihovih sorodnikih.
Mutacije 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A, 5382insC
dolo~amo s polimerazno veri`no reakcijo (PCR) v realnem
~asu in analizo talitvene krivulje. Primerjava z neposrednim
sekveniranjem je pokazala, da je uporabljena metoda
dovolj ob~utljiva in hitra za dnevno rutinsko dolo~anje
mutacij v DNA, izolirani iz periferne krvi.
Uvod
V 5 do 10 % vseh primerov raka dojk gre za dedno obliko
te bolezni. Od vseh dednih rakov dojk so ti posledica
mutacij v genu BRCA1 v pribli`no 20 % do 40 % in v genu
BRCA2 v 10 % do 35 %. Incidenca raka dojk je pri
nosilkah/-cih mutacij v genu BRCA1 okrog 50 %. Poleg tega
je pri nosilcih teh mutacij pove~ano tveganje za nastanek
raka jaj~nikov, {irokega ~revesa in prostate.
^e poznamo vrsto in mesto mutacij, jih lahko razmeroma
preprosto in hitro doka`emo. Ena skupina metod za hitro
dolo~anje mutacij temelji na pomno`evanju tistih delov
gena, kjer mutacijo pri~akujemo, ter vezavi specifi~nih sond
na pomno`eno DNA. Iz nastalih razlik v talitveni krivulji pri
nemutiranih in mutiranih genih potrdimo prisotnost mutacij.
V tem prispevku prikazujemo dolo~anje znanih mutacij v
genu BRCA1 – 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A,
5382insC z uporabo PCR v realnem ~asu.
Materiali in metode
Genomsko DNA smo izolirali iz periferne krvi
preiskovancev z »DNA blood isolation kit« (Quiagen,
Hilden, Nem~ija). Primerje in sonde smo zasnovali in
oblikovali v na{em laboratoriju, sintetiziralo pa jih je
podjetje TIB Molbiol (Berlin, Nem~ija).
PCR v realnem ~asu in analizo talitvene krivulje smo
opravili na Light Cyclerju (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Nem~ija) po navodilih proizvajalca (Light
Cycler Fast Start master hybridization probes, Roche
Molecular Biochemicals). ^e na kratko povzamem – DNA
smo s pomo~jo PCR pomno`ili z na{imi primerji. K
me{anici smo dodali {e specifi~ne hibridizacijske sonde, ki
so nosile fluorescentna barvila. Po kon~ani PCR smo
opravili talitveno analizo produktov, na katerih so bile
vezane sonde, ter ugotovili prisotnost mutacij (slika 1).
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Rezultati in diskusija
Razli~ne vrste raka so povezane z mutacijami v genih
BRCA1 in BRCA2. Med najpogostej{imi so rak dojk,
jaj~nikov, trebu{ne slinavke, prostate, jajcevodov, rak grla
ter levkemije in limfomi pri odraslih. Kljub {tevilnim vrstam
raka, ki nastanejo kot posledica mutacij v omenjenih genih,
so nosilke/-ci teh mutacij predvsem rizi~ne/-i za nastanek
raka dojk in/ali jaj~nikov. Mutacije v genih BRCA1 in
Slika 1. Dolo~anje mutacij na podlagi analize talitvene krivulje
produktov PCR. Za tovrstno analizo uporabljamo specifi~ni
sondi, ki ju imenujemo »pritrditvena« in »mutacijska«
sonda. Na sondi so vezani sevalci, ki po vzburjenju
oddajajo svetlobo razli~nih valovnih dol`in. Tako
imenovana pritrditvena sonda se ve`e tik pred mutacijo in
po vzburjenju s spektrom vidne svetlobe oddaja svetlobo
valovne dol`ine v rde~em in infrarde~em delu spektra. Ta
energetsko zado{~a za spodbujanje sevalca na sondi, ki se
ve`e prek mesta, kjer je mutacija. Sevalec mutacijske
sonde oddaja svetlobo v modrozelenem delu spektra.
Modrozelena svetloba nastaja toliko ~asa, dokler sta sondi
skupaj. Z vi{anjem temperature se v vzorcih z mutacijo
sonda, ki se ve`e prek mesta, kjer je mutacija, prej sprosti
zaradi nepopolnega ujemanja z verigo DNA. Tam, kjer
mutacije ni, se sonda sprosti pozneje. Kot rezultat tega
vidimo pri heterozigotih z mutacijo dva vrhova sekundarno
inducirane svetlobe (enega pri ni`ji in enega pri vi{ji
temperaturi) in samo en vrh v vzorcih brez mutacije.
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BRCA2 pove~ajo verjetnost nastanka raka dojk glede na
normalno populacijo tudi za 10x. Tveganje za nastanek
raka jaj~nikov je pri nosilkah mutacij v genu BRCA1 glede
na normalno populacijo 5–7x ve~je, medtem ko je pri
nosilkah mutacij v genu BRCA2 nekoliko manj{e in je 2–3x
ve~je kot pri normalni populaciji.
Upo{tevajo~, da je slovenska populacija dokaj etni~no
omejena in da je rak dojk na prvem mestu od vseh rakastih
bolezni pri `enskah v Sloveniji, smo leta 2001 za~eli z
genetskim svetovanjem in testiranjem oseb, ki so navajale
ve~ primerov raka dojk ali jaj~nikov v dru`ini.
prisotnosti mutacij, ki so jih sicer dokazali s sekven~no
analizo (slika 3).
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Tabela 1. Mutacije pri slovenskih bolnikih, ki smo jih dolo~ali z
metodo PCR v realnem ~asu ter z analizo talitvene
krivulje produktov.
Vrsta [tevilo [tevilo [t. LC
mutacije preiskovancev dolo~enih pozitivnih/{t. s
mutacij sekv. reak.
potrjenih*
1806C>T 177 12 12/12
300T>G 31 4 4/4
300T>A 5 0 0/2
310G>A 2 1 1/1
5382insC 17 4 4/4
* [tevilo pozitivnih vzorcev, ki smo jih dolo~ili z metodo PCR v
realnem ~asu in analizo talitvene krivulje produktov na Light
Cyclerju (LC)/{tevilo vzorcev, ki smo jih potrdili s sekven~no
analizo.
Slika 2. Analiza talitvene krivulje produkta PCR za mutacijo
1806C>T. Homozigotni vzorec brez mutacije, ki smo ga
uporabili kot negativno kontrolo, ima samo en vrh (A).
Pozitivna kontrola za mutacijo (C) in preiskovani vzorec (B)
sta heterozigota in imata dva vrhova.
Slika 3. Analiza talitvene krivulje produkta PCR za mutacijo
300T>A. Homozigotni vzorec brez mutacije, ki smo ga
uporabili kot negativno kontrolo, ima samo en vrh (A). Prav
tako imata samo en vrh tudi pozitivna kontrola (C) in
preiskovani vzorec (B). Rezultat te analize poka`e, da sta
uporabljeni sondi za to mutacijo premalo ob~utljivi in da z
njima mutacije ne moremo dolo~ati.
Na Onkolo{kem in{titutu Ljubljana dolo~amo predvsem
tiste mutacije, ki so se izkazale kot najpogostej{e v
slovenskih dru`inah. Mednje spadajo mutacije v genu
BRCA1 – 1806C>T, 300T>G, 300T>A, 310G>A, 5382insC
– in pridobljena slovenska mutacija IVS162A>G v genu
BRCA2. Metoda, ki smo jo uvedli za testiranje mutacij
1806C>T, 300T>G, 310G>A in 5382insC v genu BRCA1,
popolnoma korelira z rezultati sekven~ne analize, ki je bila
opravljena v Laboratory of Medical Genetics – Vrije
University Brussels (tabela 1, slika 2). V primeru
mutacije 300T>A pa s to metodo nismo uspeli potrditi
Sklep
Na podlagi na{ih rezultatov in rezultatov sodelovanja z
laboratorijem iz Bruslja lahko sklenemo, da smo uspe{no
zasnovali in oblikovali primerje in sonde za dokazovanje
mutacij 1806C>T, 300T>G, 310G>A in 5382insC v genu
BRCA1. Po optimizaciji je metoda PCR v realnem ~asu in
analiza talitvene krivulje produktov izredno ob~utljiva
(senzitivna) in kot taka uporabna za dolo~anje mutacij.
^eprav smo primerje za mutacijo 300T>A pravilno izbrali
in pripravili, metoda ni bila dovolj ob~utljiva in je torej
neuporabna za rutinsko dolo~anje te mutacije.
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